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胞质犃犜犘酶活性的影响
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摘要　为探讨 ＨｅＮｅ激光对ＵＶＢ辐射损伤修复途径，采用 ＨｅＮｅ激光（５ｍＷ·ｍｍ－２）辐照方法，对增强 ＵＶＢ

（１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１）辐射下的六日龄小麦叶片胞质中的 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶，Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶和 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活力变

化进行研究。结果表明，经ＵＶＢ处理（Ｂ）后，小麦叶片中的Ｃａ２＋ＡＴＰ酶和 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性低于对照组（ＣＫ）

（犘＜０．０１），Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性高于对照组（ＣＫ）（犘＞０．０５）；单独激光（Ｌ）处理，小麦叶片中的Ｃａ２＋ＡＴＰ酶，

Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶和Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性高于对照组（犘＜０．０１）；经ＨｅＮｅ激光和ＵＶＢ复合处理（ＢＬ）后，小麦叶片

中Ｃａ２＋ＡＴＰ酶和 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性高于ＵＶＢ处理组，低于对照组，而Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶的活性高于对照组。说

明 ＨｅＮｅ激光能够提高ＡＴＰ酶活性。表明 ＨｅＮｅ激光对增强ＵＶＢ辐射造成小麦的损伤具有一定的修复作用。
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１　引　　言

近年来，由于氯氟烃等化学物质的大量使用和温

室气体的大量释放，大气平流层臭氧浓度日益下降，

导致到达地面的太阳紫外线Ｂ（ＵＶＢ，２８０～３２０ｎｍ）

增强［１］，这一全球变化已成为国际社会广泛关注的重

大环境问题。

研究表明［２～４］，增强ＵＶＢ辐射影响植物的生长

发育、生理生化过程以至整个地球生态系统，并造成农

作物减产。激光辐照在低剂量时对植物的生长发育有

刺激作用，高剂量时则会出现抑制和诱变效应［５］。

ＡＴＰ酶是一类重要的膜结合酶，广泛地存在于

生物体组织细胞、细胞器膜及胞质中，与生物体内的
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许多代谢活动及外部环境条件有着密切关系，对维

持细胞的正常生理功能起着极为重要的作用。

Ｃａ２＋在植物的生长、发育和信号转导中都具有

重要作用。Ｃａ２＋发挥其作用的条件是维持细胞内

Ｃａ２＋的低稳态水平，研究表明
［６］，低温、盐渍、风等

刺激都能引起胞质Ｃａ２＋水平升高，胞内Ｃａ２＋浓度

过高或维持高浓度时间过长会干扰细胞能量代谢和

许多生理功能，导致细胞死亡。因此，要维持Ｃａ２＋

正常的生理功能就必须把受刺激升高的胞质Ｃａ２＋

浓度在其完成信息传递后迅速回落到静息态水平，

这种动态调节行为主要由 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶和 Ｍｇ
２＋

ＡＴＰ酶来执行
［７］。

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶是一种重要生物酶，几乎存

在于所有动植物的细胞膜上，是组成Ｎａ＋／Ｋ＋泵活

性的主要部分，与 ＡＴＰ分解和细胞内外 Ｎａ＋，Ｋ＋

的转运密切相关，在细胞功能活动、离子平衡等过程

中起重要作用［８］。

本文以小麦为供试材料，分析 ＵＶＢ辐射及

ＨｅＮｅ激光对其叶片胞质的Ｃａ２＋ＡＴＰ酶，Ｍｇ
２＋

ＡＴＰ酶和Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶的影响。

２　材料与方法

２．１　供试材料

选用冬小麦临远９３４７３６（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ，

ｃｖ．），由山西省农科院小麦研究所提供。

２．２　方　　法

２．２．１　种子萌发

共设对照（ＣＫ），ＵＶＢ处理（Ｂ），激光处理（Ｌ），

ＵＶＢ和激光复合处理（ＢＬ）４组。选取籽粒饱满，

大小均一的小麦种子，经质量分数为 ０．１％ 的

ＨｇＣｌ２ 表面消毒后，培养于有湿滤纸的培养皿内，每

皿３０粒，设３次重复。２５℃恒温培养，种子露白时

待处理。处理程序如表１所示。

表１　各处理组设置及处理程序

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｔｔｉｎｇａｎｄｄｉｓｐｏｓａｌｐｒｏｇｒａｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ

Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ

／（ｈ／ｄ）

ＵＶＢ

／（ｈ／ｄ）

ＨｅＮｅ

／（ｍｉｎ／ｄ）

Ｄａｒｋｎｅｓｓ

／（ｈ／ｄ）

ＣＫ ６　 — — １８

Ｂ ６ ６ — １８

Ｌ ６　 — ２ １８

ＢＬ ６ ６ ２ １８

ｗｉｔｈＵＶＢｒａｄｉａｔｉｏｎｓｉｍｕｌｔａｎｅｉｔｙ．

２．２．２　ＵＶＢ辐射处理

ＵＶＢ发生用紫外灯，将其垂直悬于培养皿上

方，通过调整紫外灯与植物培养皿之间的距离来控制

ＵＶＢ的辐射强度。采用１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１的辐射

剂量处理萌发小麦，每天处理８ｈ，共处理５ｄ
［９］。

２．２．３　ＨｅＮｅ激光辐照

ＨｅＮｅ激光器（ＭＳＨＮＡＢ４５０ＭＭ，西北大学

光电研究所制造）中心波长为６３２．８ｎｍ，光斑直径

为５０ｍｍ，直接将培养皿垂直放到激光器下的光斑

内，经过前期大量的研究，本研究选用较大刺激效应

剂量为５ｍＷ·ｍｍ－２，１２０ｓ，２５℃
［１０］。激光辐照处

理安排在夜间进行，以排除杂光影响，激光处理后立

即转入暗处２５℃培养
［９，１０］。

２．２．４　蛋白质含量的测定及标准曲线的绘制

蛋白质标准曲线的绘制参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法

进行［１１］。无机磷标准曲线的绘制参照实验指导的

方法进行［１２］。

２．２．５　细胞胞质Ｃａ
２＋ＡＴＰ酶，Ｍｇ

２＋ＡＴＰ酶和

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性的测定

１）　细胞胞质的提取与分离
［１３］

称取新鲜小麦叶片２ｇ，加入冷提取介质（质量浓

度为０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ山梨醇，０．０５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，

２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＤＤＴ，ｐＨ７．５）１０ｍＬ

和少许石英砂于冰浴中研磨，经４层纱布过滤，滤液

用冰冻离心机５００ｇ下离心５ｍｉｎ，取上清液于１０００ｇ

下离心１０ｍｉｎ，取上清液部再用于１１０００ｇ离心

２０ｍｉｎ，上清液即为细胞溶质部分。

２）　胞质Ｃａ
２＋ＡＴＰ酶与Ｍｇ

２＋ＡＴＰ酶的活性测定
［６］

Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性的测定：取试管４支加入

０．５ｍＬ反应液（ｐＨ７．５，质量浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２ｍｍｏｌ／ｌＣａＣｌ２，２ｍｍｏｌ／

ＬＥＤＴＡ，５ｍｍｏｌ／ＬＤＤＴ）和０．２ｍｌＡＴＰ溶液混合，

其中三管加入０．１ｍＬ酶液于３６℃水浴保温２０ｍｉｎ

后，加入０．２ｍＬ，体积分数为２０％的三氯乙酸终止反

应；另一支试管则先加入０．２ｍＬ，体积分数为２０％的

三氯乙酸，再加酶提取液作为对照，然后在处理和对

照中加入２ｍＬＨ２Ｏ，３ｍＬ定磷试剂，于４５℃水浴保

温２０ｍｉｎ后，测其ＯＤ６６０值。Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性的

测定方法同上，以质量浓度为２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ 代替

反应液中的ＣａＣｌ２，其余操作相同。酶活性以分解

ＡＴＰ释放无机磷的微克每毫克蛋白质分钟来表示

［μｇ·Ｐｉ／（ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ·ｍｉｎ）］。

３）　胞质Ｎａ
＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性的测定

采用李锦树等［９］的方法稍作改动进行。加入

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶反应液０．５ｍＬ，和０．２ｍＬＡＴＰ

溶液混合，再分别加入０．１ｍＬ相应酶提取液，于

３６℃水浴保温２０ｍｉｎ后，分别加入０．２ｍＬ的体积分
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数为２０％三氯乙酸（ＴＣＡ）终止反应，再进行测定。

２．２．６　数据处理

用ＳＰＳＳ１１．５处理数据，作狋检验，进行差异显

著性分析。

３　结果与分析

３．１　ＨｅＮｅ激光与增强 ＵＶＢ辐射对小麦 Ｍｇ
２＋

ＡＴＰ酶活性的影响

不同处理对 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性的影响结果如

图１所示。与对照组（ＣＫ）相比，单独 ＵＶＢ处理

（Ｂ）使 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性明显降低，低于对照组

２２．４％，并 达 到 差 异 显 著 水 平 （犘 ＜０．０１，

狋ＣＫ，Ｂ＝６．２５），差异极显著；而单独 ＨｅＮｅ激光辐照

处理 （Ｌ）Ｍｇ
２＋ＡＴＰ 酶 活 性 明 显 高 于 对 照 组

１６．４％，并且极显著（犘＜０．０５，狋ＣＫ，Ｌ＝７．８４）。如果

ＵＶＢ辐射后再施以 ＨｅＮｅ激光辐照处理（ＢＬ），其

Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性比单独 ＵＶＢ处理组明显升高

（犘＜０．０１，狋Ｂ，ＢＬ＝１７．３５），差异极显著。

图１ ＨｅＮｅ激光与增强ＵＶＢ辐射

对小麦 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶活性的影响

Ｆｉｇ．１ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＵＶＢ

ｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＭｇ
２＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

３．２　ＨｅＮｅ激光与增强 ＵＶＢ辐射对小麦Ｃａ
２＋

ＡＴＰ酶活性的影响

不同处理对Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性的影响结果如图

２所示。与对照组（ＣＫ）相比，单独 ＵＶＢ处理（Ｂ）

使Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性明显降低，低于对照组３１．６％，

并达到差异显著水平（犘＜０．０１，狋ＣＫ，Ｂ＝１５．６），差异

极显著；而单独 ＨｅＮｅ激光辐照处理（Ｌ）Ｃａ２＋ＡＴＰ

酶活性明 显高于对照组 １４．１％，并且极显著

（犘＜０．０１，狋ＣＫ，Ｌ＝６．１２）。如果 ＵＶＢ辐射后再施

以 ＨｅＮｅ激光辐照处理（ＢＬ），其Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活

性比单独 ＵＶＢ 处理组明显升高 （犘＜０．０１，

狋Ｂ，ＢＬ＝９．８２），差异极显著。

由图１，２可以看出，ＵＶＢ辐照后，小麦叶片胞

质Ｃａ２＋ＡＴＰ酶和 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶的活性都有明显

图２ ＨｅＮｅ激光与增强ＵＶＢ辐射

对小麦Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性的影响

Ｆｉｇ．２ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＵＶＢ

ｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＣａ２＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

的降低，由于 ＵＶＢ辐射破坏了 ＡＴＰ酶的作用机

制；经激光照射后小麦叶片胞质 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶和

Ｍｇ
２＋ＡＴＰ酶的活性有很大程度的提高，而经 ＵＶ

Ｂ和激光复合处理后（ＢＬ组），其ＡＴＰ酶的活性虽

有所提高，但仍低于ＣＫ组。由此可见，增强 ＵＶＢ

辐射降低小麦幼苗胞质 ＡＴＰ酶活性，ＨｅＮｅ激光

辐照能够在一定程度上减轻ＡＴＰ酶的降低。

图３ ＨｅＮｅ激光与增强ＵＶＢ辐射后

对小麦Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性的影响

Ｆｉｇ．３ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＵＶＢ

ｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＮａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

３．３　ＨｅＮｅ激光与增强 ＵＶＢ辐射对小麦 Ｎａ
＋／

Ｋ＋ＡＴＰ酶活性的影响

不同处理对小麦叶片胞质Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活

性的影响如图３所示。与对照组（ＣＫ）相比，单独

ＵＶＢ处理（Ｂ）引起小麦细胞溶质 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ

酶活性有所升高（狋ＣＫ，Ｂ＝１．１６８，犘＞０．０５），差异不

显著，ＵＶＢ辐射使机体代谢紊乱，离子交换频率加

快，酶受刺激，活性升高；ＨｅＮｅ激光处理（Ｌ）后的

小麦细胞溶质Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性明显高于对照

（ＣＫ）组，差异极显著（狋ＣＫ，Ｌ＝７．３１９，犘＜０．０１），说明

一定强度的ＨｅＮｅ激光辐照对小麦细胞溶质Ｎａ＋／

Ｋ＋ＡＴＰ酶活性能起到提高作用，这是由于激光作

用于Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶分子使酶的电子 构像相互

作用发生改变而促进酶活性的提高［１４］；如果 ＵＶＢ
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辐射后再施以ＨｅＮｅ激光辐照小麦细胞溶质Ｎａ＋／

Ｋ＋ＡＴＰ酶活性较对照（ＣＫ）组明显升高（狋ＣＫ，ＢＬ＝

１７．６６４，犘＜０．０１），差异极显著；且较单独ＵＶＢ处

理（Ｂ）组小麦细胞溶质 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性也明

显升高，差异极显著（狋Ｂ，ＢＬ＝１４．１６６，犘＜０．０１）。表

明 ＨｅＮｅ激光可以进一步提高 ＵＶＢ处理的小麦

细胞溶质 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶，从而使 Ｎａ＋／Ｋ＋交换

平衡，维持了植物的正常代谢活动。

４　讨　　论

ＡＴＰ合酶（Ｆ１，Ｆ０ＡＴＰａｓｅ）是生物体中能量转

换的关键酶，它存在于线粒体内膜、叶绿体类囊体

膜、细菌的质膜上和胞质中［１５］。ＡＴＰ合酶由Ｆ０ 和

Ｆ１ 两部分组成，Ｆ１ 部分有 ＡＴＰ合酶功能，Ｆ０ 部分

有质子运输功能，这两种功能是被动的和双向的，只

有当这两部分连在一起时，才能利用质子动力势合

成ＡＴＰ
［１６］。

ＵＶＢ使得ＡＴＰ酶活性降低可能是 ＵＶＢ引

起ＡＴＰ合酶各个亚基结构与功能的改变，进而影

响了ＡＴＰ合酶的结构和功能的改变。ＡＴＰ合酶在

ＵＶＢ辐射下其活性下降的原因之一是ＵＶＢ使Ｆ１

的关键位点氨基酸修饰。ＵＶＢ辐射时间越长，Ｆ１

结构破坏越严重，其ＡＴＰ酶活性也就越低
［１７］。

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶是生物膜上一类重要的固有

蛋白脂质复合体，广泛分布于细胞内、外膜和细胞器

膜上，通过磷酸化和去磷酸化作用使构像变化从而

发挥功能，具有载体功能，专一地对不同离子进行转

运以维持细胞内外离子浓度平衡。当细胞内钠离子

增多或钾离子减少时，都会激活钠泵，把钠离子排出

细胞外，把钾离子吸入细胞内，阳离子的主动转运需

要ＡＴＰ合酶提供能量。一旦 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活

性改变将影响细胞离子转运系统，从而引起细胞受

损。Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶是在细胞内离子转运和能量

代谢过程中起重要作用的酶系统，其活性在不同的

组织内差异很大。Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶不仅参与能量

代谢、物质运输、氧化磷酸化的主要过程，而且它与

膜上磷脂的结合状态将影响膜的流动性，从而还会

影响膜的其他功能［１８］。

ＡＴＰ酶属于膜结合蛋白，ＵＶＢ辐射下生物膜

结构以及稳定性发生的变化也同样会影响到 ＡＴＰ

酶的活性，而细胞膜系统又通常是 ＵＶＢ辐射伤害

的主要部位，膜脂过氧化加剧，膜结合酶活性降低，

最终膜透性增加，膜结构破坏［１７］。所以ＵＶＢ辐射

下植物细胞膜结构功能的稳定性在维持胞质 ＡＴＰ

酶活性起着十分关键的作用。ＡＴＰ酶活性的降低

很可能是膜受到破坏的结果。

ＵＶＢ辐照处理小麦后，细胞溶质的 Ｎａ＋／Ｋ＋

ＡＴＰ 酶活性提高，机体代谢紊乱，离子交换频率加

快，酶受刺激，活性升高［１９］，这是细胞溶质在逆境中

建立的自我保护机制，从而表现出一定程度的适

应性。

Ｃａ２＋ＡＴＰ酶，Ｍｇ
２＋ＡＴＰ 酶是Ｃａ２＋ 的一个重

要调节剂，能将Ｃａ２＋由胞内泵到胞外从而维持细胞

内外的Ｃａ２＋梯度。它在细胞内分布广泛，可调节胞

内Ｃａ２＋浓度，维持胞质中Ｃａ２＋的稳态平衡，而胞质中

Ｃａ２＋稳态平衡是细胞生理活动得以正常进行的必要

条件。外界逆境胁迫可以提高胞质Ｃａ２＋浓度，Ｃａ２＋

ＡＴＰ酶对此作出反应，活性增高，反馈调节将多余的

Ｃａ２＋泵出胞质
［２０］。ＵＶＢ作为一种外界胁迫条件提

高了胞质中Ｃａ２＋浓度，在初期Ｃａ２＋ＡＴＰ酶对其作出

反馈调节反应，活性增高，但随着辐照时间的增加，这

种反馈调节能力降低，ＡＴＰ酶活性减小。

小麦幼苗经增强 ＵＶＢ辐射后再施以 ＨｅＮｅ

激光辐照（ＢＬ），其 ＡＴＰ酶活力比单独 ＵＶＢ处理

组（Ｂ）明显升高，而且单独 ＨｅＮｅ激光处理（Ｌ组）

也可使 ＡＴＰ酶活力明显升高。已有研究表明，

２ｍｉｎ，５ｍＷ·ｍｍ－２的激光处理对生物体有最佳的

刺激效应［９，２１］，本研究也说明低功率激光能激活小

麦叶 片 胞 质 的 Ｍｇ
２＋ＡＴＰ 酶，Ｃａ２＋ＡＴＰ 酶 和

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ酶活性。

激光对生物体的作用主要表现为光效应、电磁

效应、热效应和压力效应［２２］。研究表明，低功率的

激光特别是可见光范围的激光，其产生的热和压力

很少。前期对ＨｅＮｅ激光（１０ｍＷ·ｍｍ－２）辐照点

的叶温进行了研究，辐照３０ｍｉｎ时，辐照点的叶温

升高不会超过２℃
［９］。因此，激光对生物体的影响

就主要表现为光效应和电磁效应。产生光效应的光

源必 须 是 线 性 偏 振 光，用 非 相 干 的 热 光 源

（λ＝６３０ｎｍ）辐照时无效
［２２］，证明起作用的就只有

激光的电磁效应。磁场通过多种方式影响蛋白质、

酶及生物分子的结构，从而导致生物活性的变

化［２１，２３］。酶结构中金属原子 Ｍｇ，Ｃａ的顺磁性、酶

蛋白的半导体性及酶反应中各种带电离子的传输等

特性［２２］，可能是激光对ＡＴＰ酶产生激活作用，也可

能是激光使 ＡＴＰ偶联因子（Ｆ１）的构像发生变化，

导致其 ＡＴＰ酶活性升高。５ｍＷ·ｍｍ－２的激光对

增强ＵＶＢ辐射造成小麦的伤害有一定修复作用。
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５　结　　论

增强 ＵＶＢ 辐射处理使小麦叶片胞质中的

Ｃａ２＋ＡＴＰ酶，Ｍｇ
２＋ＡＴＰ 酶的活性降低，Ｎａ＋／

Ｋ＋ＡＴＰ酶的活性升高，从而适应增强 ＵＶＢ对植

物造成的伤害；ＨｅＮｅ激光辐照则可以提高 ＡＴＰ

酶活性；适当剂量的ＨｅＮｅ激光辐照可降低和部分

修复由增强ＵＶＢ辐射对小麦造成的损伤，维持其

代谢平衡，从而利于小麦生长发育和产量提高。
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